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Vpliv nanotelesa M33 na celicˇno smrt povzrocˇeno s proteinom MLKL
Povzetek
Psevdokinaza MLKL je pomembna molekula pri procesu nekroptoze, oblike
programirane celicˇne smrti z morfološkimi znacˇilnostmi nekroze. Nekroptoza
privede do naluknjanja celicˇne membrane in izlitja celicˇne vsebine v okolico
sosednjih celic, kar sproži vnetni odziv. Povezujejo jo s številnimi cˇloveškimi
vnetnimi boleznimi. Protein MLKL oligomerizira in se prestavi na celicˇno
membrano, kjer povzrocˇi celicˇno smrt. Fluorescencˇna nanotelesa predstavljajo
pomembno orodje za vizualizacijo mnogih antigenov znotraj žive celice. Razvita
so bila številna nanotelesa proti proteinom, ki sodelujejo pri vnetju in s tem
vplivajo na imunski odziv. V sklopu magistrske naloge smo potrdili vezavo
proteina MLKL in fuzijskega nanotelesa M33-mCherry s kromatografijo z
locˇevanjem po velikosti. Nanotelo M33 se veže na N-koncˇni del proteina MLKL
(MLKLN-154). Detekcija proteina MLKL, ki se po predhodni transfekciji izraža
v celicah HEK293T, s fuzijskim nanotelesom M33-mCherry ni bila uspešna.
Dolocˇali smo kolokalizacijo proteinov M33 in MLKLN-154 v celicah HEK293T
po predhodni transfekciji z obema konstruktoma. Kolokalizacijo smo opazovali
na celicˇni membrani, kamor se translocira protein MLKL za sprožitev celicˇne
smrti. Protein MLKLN-154 ne sproži celicˇne smrti in se nahaja v citoplazmi.
Mutirana oblika MLKLN-154 D144K povzrocˇi celicˇno smrt, torej se translocira na
membrano in je zato primerna za opazovanje kolokalizacije. Dolocˇili smo, kdaj
se mutiran protein zacˇne izražati, vendar še ne sproži celicˇne smrti. Potrdili smo
tudi izražanje fuzijskega proteina M33-mCherry. Kljub temu nismo uspeli zaznati
kolokalizacije. Pri vzorcih, ki so vsebovala nanotelo in pri tistih brez nanotelesa,
ni bilo opaznih razlik v deležu celicˇne smrti. Na osnovi našega dela smo zakljucˇili,
da nanotelo M33 ne zmanjša deleža celicˇne smrti.
Kljucˇne besede: nekroptoza, MLKL, fluorescencˇno nanotelo, mCherry
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Effect of M33 nanobody on cell death caused by MLKL protein
Abstract
The mixed lineage kinase domain-like (MLKL) pseudokinase is an essential
molecular component of necroptosis, a form of programmed cell death with
morphological characteristics of necrosis. Necroptosis results in plasma
membrane perforation and the release of cellular contents, which elicit an
immune response from neighbouring cells. It has an important function in many
human inflammatory diseases. To cause cell death, MLKL needs to oligomerize
and translocate to the cell membrane. Nanobodies fused with fluorescent proteins
are an important tool in the visualization of almost any antigen within the living
cell. Nanobodies against proteins involved in inflammation have been developed
to modulate an immune response. In our study, we confirmed the binding of
the fusion protein M33-mCherry by size-exclusion chromatography. Nanobody
M33 recognizes the N-terminal region of MLKL (MLKLN-154). Detection of
MLKL protein expressed in HEK293T cells with M33-mCherry fusion protein was
unsuccessful. Further on, we determine whether M33-mCherry and MLKLN-154
colocalize in HEK293T cells after transfection with both constructs. Membrane
translocation of MLKL is crucial for necroptosis, so colocalization might be
observed on the plasma membrane. MLKLN-154 localizes in the cytoplasm and
cannot induce necroptosis, but D144K mutant, which mimics activated MLKL,
causes cell death. We determined the time point when MLKLN-154 D144K
is expressed, but cells are still alive and also confirmed the expression of the
M33-mCherry fusion protein. However, we could not observe their colocalization.
There was no difference in cell death level between samples with nanobody and
without it, so we concluded that in this case, the M33-mCherry nanobody does
not decrease the level of cell death.
Keywords: necroptosis, MLKL, fluorescent nanobody, mCherry
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Uvod
1.1 Nekroptoza in protein MLKL
Apoptoza in nekroptoza sta procesa programirane celicˇne smrti, ki se med seboj
morfološko razlikujeta. Pri apoptozi pride do razgradnje celicˇnih proteinov,
kondenzacije kromatina in fragmentacije v apoptotska telesca. Sproži se preko
receptorjev smrti, npr. TNFR1 (ang. tumor necrosis factor receptor 1), preko
nereceptorske mitohondrijske poti ali preko poti posredovane s citotoksicˇnimi
limfociti T (CTL). Kljucˇna je aktivacija cisteinske proteaze kaspaze 8, ki cepi in s
tem aktivira kaspazi 3 in 7. Apoptoza je pomemben proces pri razvoju, rasti in
homeostazi organizma [1, 2].
Inhibicija kaspaz nujno ne pomeni inhibicije celicˇne smrti, ampak se lahko
signaliziranje preusmeri v nekroptozno pot. Nekroptoza po morfoloških
znacˇilnostih spominja na nekrozo, saj privede do nabrekanja, fizicˇnega razpada
celice in izlitja citotoksicˇnih komponent v okolico sosednjih celic, kar sproži vnetni
odziv [3]. Nekroptozo povezujejo z vnetnimi boleznimi kože, jeter in cˇrevesja [4].
Apoptoza deluje tudi kot obramba pred virusnimi okužbami, saj z unicˇenjem
okužene celice preprecˇi nadaljnje razmnoževanje patogena. Nekateri virusi se z
inibicijo kaspaze 8 izognejo apoptozi, zato nekroptoza predstavlja alternativni
mehanizem zašcˇite pred njimi [5, 6].
1.1.1 Signalne poti nekroptoze
Najbolj raziskan mehanizem signalne poti nekroptoze je sprožen z molekulo
TNFα (ang. tumor necrosis factor alpha), ki se veže na receptor smrti TNFR1. Vezava
ligandov na druge receptorje, na primer Fas, TRAIL [7], TLR-3 in TLR-4 [8],
prav tako lahko sprožijo nekroptozno pot. Receptorji TLR prepoznajo s patogeni
povezane molekulske vzorce PAMP (angl. pathogen associated molecular patterns)
in spodbudijo izražanje TNFα ali pa se vežejo s proteinom TRIF in neposredno
inducirajo nekroptozo [8].
V nadaljevanju se osredotocˇimo na signalno pot sproženo s citokinom TNFα.
Po aktivaciji in trimerizaciji receptorja se na znotrajcelicˇni del vežeta adapterska
proteina TRADD in TRAF2, ki skupaj s RIP1 in cIAP1/2 ter drugimi proteini
1
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tvorijo kompleks I (slika 1.1). E3 ubikvitin ligaza cIAP1/2 ubikvitinira RIP1 in
sproži signaliziranje preko aktivacije transkripcijskega faktorja NF-κB, kar vodi
v celicˇno preživetje. Za proces nekroptoze sta zato nujna inhibicija cIAP1/2 in
inhibicija kaspaze 8, ki cepi RIP3. V nasprotnem primeru nastane kompleks IIa, ki
vodi v apoptozo [7]. Kinazi RIP1 in RIP3 (ang. receptor interacting protein kinase) sta
namrecˇ kljucˇni molekuli v nekroptoticˇni signalni poti [3, 9]. Skupaj s proteinom
MLKL (ang. mixed lineage kinase-domain like protein) tvorijo kompleks imenovan
nekrosom (slika 1.1). Kinazna domena na N-koncu proteina RIPK3 povzrocˇi
avtofosforilacijo in s tem njegovo aktivacijo ter fosforilcijo MLKL [10, 11]. Slednji
oligomerizira in permeabilizira celicˇno membrano. Ob tem se sprostijo vnetni
signali DAMP (ang. damage-associated molecular patterns), ki sprožijo imunski odziv
sosednjih celic.
Slika 1.1. Shematski prikaz signalnih poti nekroptoze. Vezava molekule TNFα
na receptor sproži signalno pot preko NF-κB ali signalno pot apoptoze. V primeru,
da je kaspaza 8 inhibirana, nastane kompleks imenovan nekrosom sestavljen iz
kinaz RIP1, RIP3 in psevdokinaze MLKL. (Slika je narejena s spletnim orodjem
draw.io.)
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1.1.2 Struktura proteina MLKL
Kristalna struktura mišjega MLKL je pokazala, da je ta sestavljen iz N-koncˇne
in C-koncˇne psevdokinazne domene. N-koncˇna domena je sestavljena iz svežnja
štirih vijacˇnic 4HB (ang. four-helix bundle) in povezovalne regije dveh α-vijacˇnic
(ang. brace region,), ki se povezuje s psevdokinazno domeno (PsK) (slika 1.2B) [12].
Raziskave cˇloveškega MLKL so pokazale prisotnost dodatne α-vijacˇnice (H4) med
3. in 4. vijacˇnico domene 4HB (slika 1.2C) [13].
C-koncˇna psevdokinazna domena je kinazno neaktivna in služi interakcijam
z drugimi proteini ter aktivaciji MLKL preko fosforilacije z RIP3. Ta potecˇe
na mestih aktivacijske zanke, Thr-357 in Ser-358 pri cˇloveškem ter Ser-345 pri
mišjem MLKL. Ob tem pride do konformacijskih sprememb v molekuli MLKL
in izpostavitve domene 4HB [12]. Omenjen mehanizem še ni dobro poznan.
Psevdokinazna domena naj bi delovala kot molekulsko stikalo, ki drži domeno
4HB v neaktivnem stanju, njena sprostitev zaradi konformacijskih sprememb
naj bi povzrocˇila oligomerizacijo MLKL, prestavitev na membrano in celicˇno
smrt [14, 15].
Slika 1.2. Struktura proteina MLKL. (A) Shematski prikaz zaporedja cˇloveškega
proteina MLKL. (B) Kristalna struktura mišjega MLKL. Z modro je prikazan
sveženj štirih α-vijacˇnic 4HB (ak 1–124), z oranžno povezovalna regija (ak
125–174), z rdecˇo C-koncˇna psevdokinazna domena PsK (ak 175–464) in z
rumeno aktivacijska zanka (PDB ID 4BTF) [12]. (C) Struktura N-koncˇne domene
cˇloveškega MLKL (ak 2–154). Z zeleno je prikazana vijacˇnica H4 in z oranžno
vijacˇnica H6 povezovalne regije (PDB ID 2MSV) [13]. (Strukture so narisane s
programom PyMOL.)
Domena 4HB je nujna za permebilizacijo membrane [14]. Mnenja o tem
3
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ali zadostuje za nekroptozno aktivnost so v literaturi razlicˇna. Preostali del
proteina omogocˇa mehanizem inhibicije in služi prenosu signala po tem, ko potecˇe
fosforilacija z RIP3. α-vijacˇnica H6 povezovalne regije sodeluje pri obeh procesih,
saj predstavlja povezavo s psevdokinazno domeno in inhibira delovanje domene
4HB [13, 16]. Razlicˇno dolgi konstrukti N-koncˇne domene se namrecˇ razlikujejo v
prisotnosti vijacˇnice H6 in posledicˇno svoji aktivnosti. Konstrukti N-125 [17, 18],
N-130 [15] sprožijo nekroptozo, medtem ko N-154 ni nekroptoticˇno aktiven [16].
Aktivnost se zopet pojavi pri daljših konstruktih, npr. N-180 [17]. Pomembno
je omeniti, da se ta opažanja lahko razlikujejo med mišjim in cˇloveškim MLKL
ter izvoru gostiteljskih celic. To kaže na to, da v procesu signalizacije sodelujejo
še drugi celicˇno specificˇni proteini, ki lahko vplivajo na aktivacijo MLKL,
oligomerizacijo in translokacijo [19].
1.1.3 Oligomerizacija proteina MLKL in permeabilizacija
membrane
Medtem ko neaktiven MLKL v citoplazmi obstaja v obliki monomera, mnenja
o tem, kakšno strukturo oziroma stehiometrijo zavzame oligomerna oblika
MLKL po aktivaciji, ostajajo neenotna. Tako v literaturi najdemo podatke, da
je mišji MLKL v membrani v obliki trimera [17]. Za oligomerizacijo naj bi
bila najbolj pomembna druga vijacˇnica povezovalne regije [20]. Cˇloveški MLKL
naj bi obstajal v obliki tetramera [15, 21]. Chen in sod. so porocˇali, da MLKL
po aktivaciji zavzame strukturo tetramera, v katerem so podenote med seboj
povezane z disulfidnimi vezmi [15]. Kasneje so ugotovili, da se oligomer tvori
na nekrosomu in zavzame oktamerno obliko, ki predstavlja povezavo dveh
tetramerov z disulfidnima vezema [22].
Oligomeriziran MLKL se nato prenese v lipidne rafte na celicˇni membrani.
Sam mehanizem ni poznan. Predvideva se, da so za to pomembne strukturne
znacˇilnosti med prvo in drugo α-vijacˇnico 4HB. Prenos na membrano povzrocˇi
povecˇan dotok natrija v celico, ki nabrekne in zaradi osmotskega tlaka pocˇi [15].
Spet drugi so mnenja, da se fosforiliran MLKL lokalizira tako na celicˇni
membrani, kot tudi membrani mitohondrija in se N-koncˇna domena MLKL
veže direktno na fosfolipide, s tem poruši membransko integriteto in povzrocˇi
permeabilizacijo [14].
Študije kažejo, da lahko MLKL tvori nov tip kationskega kanalcˇka v lipidnem
dvosloju in vitro, ki je prepusten za ione Mg2+. Vijacˇnice H1, H2, H3, H5 in H6
predstavljajo transmembranski segment, vijacˇnica H4 se nahaja v citoplazmi [23].
Ni pa jasno kakšno oligomerno strukturo ob tem zavzame MLKL. Sveženj štirih
α-vijacˇnic na svoji površini vsebujejo nabite aminokisline, ki se ne morejo usidrati
v hidrofobno okolje fosfolipidnega dvosloja. Vijacˇnici H2 in H5 sta med seboj
najbolj oddaljeni in ne tvorita tako mocˇnih interakcij, kot jih med seboj tvorijo
druge vijacˇnice domene 4HB. To bi lahko bil razlog, da se struktura domene 4HB
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odpre, izpostavi hidrofobne aminokislinske ostanke in usidra v membrano [13].
Kljub številnim raziskavam procesa nekroptoze, interakcijske površine med
posameznimi monomeri, ki tvorijo oligomer, niso poznane. Niti ni znano
ali je za interakcije potrebna tvorba disulfidnih vezi. Vprašanje, kako MLKL
permeabilizira membrano, ostaja odprto. Aktivacija mišjega in cˇloveškega
MLKL se med seboj razlikuje, kljub temu je obema skupno, da ob odsotnosti
nekroptotskih signalov obstajata v citoplazmi v monomerni obliki in da je za
proces nekroptoze pomembna višja strukturna ureditev. Povezovalna regija ima
pomembno vlogo pri oligomerizaciji, fosforilacija s kinazo RIP3 je kljucˇna za
oligomerizacijo in nekroptozno aktivnost MLKL [24].
1.2 Protitelesa
B-limfociti proizvajajo protitelesa oziroma imunoglobuline, ki specificˇno
prepoznajo telesu tuje molekule – antigene. Klasicˇna protitelesa so sestavljena
iz dveh lahkih (L) in dveh težkih (H) verig, med seboj povezanih z disulfidnimi
vezmi (slika 1.3). Verige sestavljajo konstantne (C) in variabilne domene (V),
za katere je znacˇilno imunoglobulinsko zvitje, ki predstavlja dve antiparalelni
β-ploskvi povezani z disulfidnim mosticˇkom. Tri variabilne zanke protitelesa
predstavljajo regije CDR, s katerimi protitelo prepozna in se nekovalentno veže
na antigen [25].
Za raziskovalne, diagnosticˇne in terapevtske namene so se v biotehnologiji
in farmaciji razvila modificirana protitelesa, ki so izpeljanke klasicˇnih protiteles.
Fragmenti Fab vsebujejo CH1 in VH ter CL in VL. Najmanjši fragment protitelesa,
ki v celoti vsebuje vezavno mesto za antigen, se imenuje scFv (ang. single chain
fragment variable) (slika 1.3). Pri tem sta med seboj povezani variabilni domeni
lahke in težke verige [26].
Proizvodnja protiteles v mikroorganizmih je omejena zaradi njihove velikosti,
oteženega zvijanja domen in glikozilacije. Zato se danes vse bolj uporabljajo
nanotelesa.
1.2.1 Nanotelesa
V serumu kamel in drugih predstavnikov družine Camelidae ter rib hrustancˇnic
poleg klasicˇnih protiteles IgG najdemo protitelesa, ki vsebujejo le težki verigi
HCAb (ang. havy chain antibody) [27]. Variabilno verigo težke verige VHH, ki veže
antigen, imenujemo nanotelo. Veliko je okoli 15 kDa in je s tem najmanjši fragment,
ki prepozna antigen [28].
Nanotelesa so preprosti in stabilni proteini. Zaradi svoje majhnosti so
slabo imunogeni in manj toksicˇni kot klasicˇna protitelesa. Njihova proizvodnja
v mikroorganizmih je preprostejša, saj zapis za nanotelo kodira en gen. So
temperaturno stabilna in odporna na skrajne vrednosti pH. Kljub temu da
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Slika 1.3. Shematska struktura klasicˇnega protitelesa, fragmenta scFv,
kameljega protitelesa in nanotelesa. Klasicˇno protitelo je sestavljeno iz dveh
težkih (zeleno) in dveh lahkih (modro) verig. Kamelje protitelo ne vsebuje lahke
verige in sestoji iz dveh konstantnih domen težke verige in ene variabilne, ki jo
imenujemo nanotelo. Na sliki je struktura nanotelesa proti proteinu GFP (PDB
ID 2OGO). Z rdecˇo barvo so oznacˇene regije CDR. (Slika je narejena s spletnim
orodjem draw.io in programom PyMOL.)
nanotelesa vsebujejo le tri regije CDR, antigen vežejo ucˇinkovito, z visoko
specifcˇnostjo in afiniteto. Paratop nanotelesa, s katerim se veže na epitop antigena,
je konveksne oblike. Daljša regija CDR3 se, v primerjavi s klasicˇnimi protitelesi,
lahko veže na primer v aktivno mesto encimov [28].
Zaradi vseh naštetih pozitivnih lastnosti so nanotelesa uporabna na mnogih
podrocˇjih. Z njimi si lahko pomagamo pri kristalizaciji proteinov [29]. Vezava
nanotelesa na encime, receptorje ali viruse lahko inhibira oziroma vpliva
na njihovo aktivnost [30]. Nanotelesa proti proteinom, ki sodelujejo pri
vnetju (citokini, kemokini, receptorji), predstavljajo nacˇin za zdravljenje vnetnih
bolezni [31]. Na nanotelo lahko pripnemo encime, toksine ali zdravila. S tem
služijo kot dostavni sistem pri diagnozi in potencialnem zdravljenju razlicˇnih
bolezni [32].
V fuziji s fluorescencˇnim proteinom (ang. chromobody) predstavljajo orodje
za vizualizacijo in sledenje antigenov in vivo s pomocˇjo fluorescencˇnega
mikroskopa [33]. Fluorescencˇni oznacˇevalec nacˇrtujemo tako, da stoji na C-koncu
nanotelesa in s tem ne moti vezavnega mesta za antigen.
Priprava nanoteles proti želenemu antigenu poteka z imunizacijo živali z
antigenom, ki je dolgotrajen in drag proces [34]. Imunizaciji se lahko izognemo z
uporabo velikih naivnih knjižnic, kar skrajša cˇas in zniža stroške proizvodnje [35].
Nanotelo M33 proti N-koncˇnemu delu proteina MLKL (MLKLN-154) bomo v
fuziji s fluorescencˇnim proteinom mCherry v okviru magistrske naloge uporabili
za detekcijo proteina MLKLN-154 v celicah HEK293T in preverili ali vezava
nanotelesa vpliva na aktivnost proteina MLKL.
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V okviru magistrskega dela smo želeli izvesti imunodetekcijo proteina
MLKLN-154 s fuzijskim nanotelesom M33-mCherry. S kotransfekcijo celic
HEK293T z dvema konstruktoma (MLKL v fuziji s fluorescencˇnim proteinom GFP
in M33 v fuziji z mCherry) smo želeli pokazati kolokalizacijo teh dveh proteinov
in vivo in okarakterizirati vpliv nanotelesa M33 na celicˇno smrt povzrocˇeno s
proteinom MLKL.
V skladu s tem smo postavili naslednje hipoteze:
• Nanotelo M33-mCherry omogocˇa imunodetekcijo proteina MLKLN-154
izraženega v sesalski celicˇni liniji HEK293T.
• Nanotelo M33-mCherry se in vivo veže na protein MLKLN-154.
• Nanotelo M33 lahko s svojo vezavo na N-koncˇni del proteina MLKL
vpliva na delež celicˇne smrti. Kljucˇni dogodek pri tvorbi por je namrecˇ
oligomerizacija proteina MLKL. V primeru, da vezava nanotelesa preprecˇi
oligomerizacijo, se nivo celicˇne smrti zmanjša.
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3.1 Materiali
3.1.1 Proteina M33-mCherry in MLKLN-154
Za tocˇkovni nanos, preverjanje vezave in detekcijo proteina MLKLN-154 smo
uporabili izoliran fuzijski protein M33-mCherry, ki sem ga pripravila v okviru
diplomske naloge [36]. Na sliki 3.1 je shematsko prikazano zaporedje proteina.
Na N-koncu zaporedja se nahaja zapis za nanotelo M33 proti N-koncˇnemu
delu proteina MLKL (MLKLN-154). Sledi fleksibilen povezovalec in zapis za
fluorescencˇni protein mCherry, ki omogocˇa detekcijo z merjenjem fluorescence ali
s fluorescencˇnim mikroskopom. mCherry ima absorpcijski maksimum pri valovni
dolžini 587 nm in emisijski maksimum pri valovni dolžini 610 nm [37]. Oznaka
c-Myc na C-koncu omogocˇa zaznavo proteina s protitelesi anti-c-Myc. Molekulska
masa fuzijskega proteina znaša 42,5 kDa. Protein je bil shranjen pri –80 °C.
Slika 3.1. Shematski prikaz proteina M33-mCherry. Z zeleno je oznacˇeno
nanotelo M33, povezovalec predstavlja zaporedje glicina in serina (GGGGS)3, z
rdecˇo je oznacˇen fluorescencˇni protein mCherry, z belo oznaka c-Myc.
Za preverjanje vezave proteina M33-mCherry na MLKL-N154 smo uporabili
izoliran protein MLKL-N154, ki smo ga prejeli od dr. Katje Hrovat Schaale.
Njegova molekulska masa znaša 18,3 kDa. Protein je bil shranjen pri –80 °C.
3.1.2 Uporabljeni vektorji
Vektor pEGFP-N2 vsebuje mesto zacˇetka podvojevanja pUC in zapis za
odpornost proti kanamicinu, kar omogocˇa pomnoževanje plazmida v bakterijskih
celicah. Izražanje proteinov v sesalskih celicah poteka preko citomegalovirusnega
promotorja CMV, pomnoževanje omogocˇa ori SV40, selekcijo z geneticinom (G418)
pa gen za odpornost proti neomicinu. Zapis za ojacˇan zeleni fluorescencˇni protein
(EGFP) leži za multiplim klonirnim mestom MCS. Torej proteini, katerih zapis
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je bil v plazmid vstavljen preko mesta MCS, ležijo na N-koncu proteina EGFP.
Absorbcijski maksimum EGFP je pri valovni dolžini 488 nm, emisijski maksimum
pa pri 509 nm [38]. Plazmidna karta vektorja je prikazana na sliki 3.2.
Za transfekcijo sesalskih celic HEK293T smo uporabili vektor pEGFP-N2 z
zapisom za protein MLKLN-154, mutanto MLKLN-154 D144K in prazen vektor
EV pEGFP-N2. Zapis za protein MLKLN-154 vsebuje 154 N-koncˇnih aminokislin
cˇloveškega proteina MLKL. Mutiran protein ima na aminokislinskem mestu 144
zamenjano aminokislino aspartat (D) v lizin (K).
Slika 3.2. Plazmidna karta vektorja pEGFP-N2. Slika je bila narejena s spletnim
orodjem PlasMapper.
Vektor pcDNA3.1/myc-His je sesalski ekspresijski vektor s
citomegalovirusnim promotorjem CMV in poliadenilacijskim signalom govejega
rastnega hormona. Mesto zacˇetka podvojevanja SV40 celicam z velikim
antigenom T virusa SV40 omogocˇa pomnoževanje plazmida. Pomnoževanje
v bakterijskih celicah omogocˇa ori pUC, selekcijo pa zapis za odpornost proti
ampicilinu. Oznaka c-Myc omogocˇa detekcijo vstavljenih proteinov s protitelesi,
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heksahistidinska oznaka pa izolacijo proteina. Plazmidna karta vektorja je
prikazana na sliki 3.3.
Za transfekcijo celic HEK293T smo uporabili vektor pcDNA3.1 z zapisom
za fluorescencˇni protein mCherry, fuzijski protein nanotelesa M33 in proteina
mCherry in prazen vektor EV pcDNA3.1. Zapis za fuzijski protein M33-mCherry
v vektorju pcDNA3.1 je pripravila Elmina Handanovic´ mag. biokem. v okviru
magistrske naloge [39].
Slika 3.3. Plazmidna karta vektorja pcDNA3.1. Slika je bila narejena s spletnim
orodjem PlasMapper.
Plazmide smo prejeli od dr. Katje Hrovat Schaale in jih pomnožili v bakterijskih
celicah E. coli DH5α. Plazmide smo izolirali, nato pa te uporabljali za nadaljnje
delo s sesalskimi celicami. Postopek je opisan v poglavljih 3.2.1 in 3.2.2.
Za izolacijo plazmidne DNA iz prekonocˇnih kultur bakterijskih celic smo
uporabili komplet reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific).
Za elucijo smo uporabili destilirano vodo.
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3.1.3 Materiali pri delu z bakterijskimi celicami
Za pomnoževanje plazmidne DNA smo uporabili klonirni sev bakterije E. coli
DH5α. Uporabili smo že pripravljene kompetentne celice, ki so bile shranjene
pri –80 °C. Agarne plošcˇe smo pripravili iz trdnega gojišcˇa LB, ki smo ga
stalili in mu sterilno dodali ustrezen antibiotik v 1000-kratni redcˇitvi: ampicilin
(založna raztopina s koncentracijo 100 mg/ml) ali kanamicin (založna raztopina
s koncentracijo 50 mg/ml). Prekonocˇne kulture celic smo pripravili v tekocˇem
gojišcˇu LB, ki smo mu sterilno dodali ustrezen antibiotik v enakih koncentracijah
kot za trdno gojišcˇe. Sestava gojišcˇ:
• trdno gojišcˇe LB: 1-odstotni (m/v) kazeinski hidrolizat, 0,5-odstotni (m/v)
kvasni ekstrakt, 1-odstotni (m/v) NaCl, 20-odstotni (m/v) agar,
• tekocˇe gojišcˇe LB: 1-odstotni (m/v) kazeinski hidrolizat, 0,5-odstotni (m/v)
kvasni ekstrakt, 1-odstotni (m/v) NaCl.
Za pripravo trajnih kultur smo uporabili sterilen 80-odstotni (v/v) glicerol v
vodi.
3.1.4 Materiali pri delu s sesalskimi celicami
Sesalska celicˇna linija HEK293T
Vse eksperimente smo izvedli s cˇloveškimi zarodnimi celicami ledvic
HEK293T. Celicˇna linija HEK293T izhaja iz celicˇne linije HEK293 in dodatno
vsebuje veliki antigen T virusa SV40. Ta omogocˇa pomnoževanje transfeciranih
plazmidov, ki vsebujejo mesto zacˇetka podvojevanja SV40. S tem se povecˇa raven
izražanja želenega genskega produkta, kar se s pridom uporablja v biotehnologiji
pri proizvodnji proteinov in virusov. Prednosti celic HEK293T sta dovzetnost za
transfekcijo in stabilna rast.
Medij cDMEM
Za gojenje sesalske celicˇne linije HEK293T smo uporabljali kompletni medij
DMEM (cDMEM), ki vsebuje medij GlutaMAX DMEM s 4,5 g/L D-glukoze, 10 %
FBS (fetusni serum goveda), penicilin (100 U/mL) in streptomicin (100 µg/mL).
Ostali materiali
Pri delu s celicami HEK293T smo uporabili še: pufer DPBS (Thermo Scientific),
raztopino za disociacijo celic Tryple Select (Thermo Scientific), raztopino
poli-L-lizina (Sigma Aldrich), barvilo tripan modro (Thermo Scientific), plošcˇe z
12 in 96 vdolbinicami (Greiner CELLSTAR), sredstvo za fiksiranje celic 16-odstotni
formaldehid (Thermo Scientific), detergent Triton X-100 (Sigma Aldrich), FBS.
Transfekcijski reagenti Za transfekcijo celic HEK293T smo uporabili reagent
polietilenimin (PEI), ki smo ga redcˇili s sterilnim NaCl v razmerju 1:5 preden
smo ga dodali k plazmidni DNA. Pri poskusih pri katerih smo želeli pokazati
kolokalizacijo proteinov smo uporabili transfekcijski reagent X-tremeGENE 9
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(Roche) in transfekcijski reagent X-tremeGENE HP (Roche). Pri obeh smo
uporabili medij Opti-MEM (Thermo Scientific). Reagente smo pred transfekcijo
segreli na sobno temperaturo. Shranjevali smo jih po navodilih proizvajalca.
3.1.5 Mikroskopiranje
Za pripravo trajnih celicˇnih preparatov smo uporabili vklopno sredstvo ProLong
Gold antifade reagent with DAPI (Invitrogen), krovna stekelca (Carl Roth)
in objektna stekelca (Carl Roth). Preparate smo analizirali s konfokalnim
mikroskopom Leica TCS SP8 (Leica Microsystems) in programom za zajemanje
slik LAS X. Pri objektivu s 63× povecˇavo smo uporabili imerzijsko olje Type F
Immersion liquid (Leica Microsystems).
3.1.6 Kromatografija z locˇevanjem po velikosti
Pri kromatografiji z locˇevanjem po velikosti smo uporabili proteina M33-mCherry
in MLKLN-154, ki sta opisana v poglavju 3.1.1. Kromatografijo smo izvedli na
sistemu FPLC na katerega smo namestili 24-mililitrsko kolono Superdex-75 (GE
Healthcare).
Pred tem smo pripravili pufer TBS (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4), 2 M
NaCl in 20-odstotni etanol. Raztopine smo pred uporabo filtrirali.
3.1.7 Tocˇkovni nanos in imunodetekcija
Materiali: nitrocelulozna membrana (Sartorius), nanotelo M33-mCherry, protein
MLKLN-154, primarna mišja protitelesa proti c-Myc, sekundarna kozja protitelesa
proti mišjim protitelesom konjugirana s hrenovo perokidazo, detergent Tween-20
(Sigma Aldrich), kromogen substrat DAB (Sigma Aldrich), vodikov peroksid,
komplet reagentov za pripravo kemiluminiscentnega substrata za hrenovo
peroksidazo Pierce® ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific), film
KODAK BioMax Light Film (Carestream Health), kaseta za razvijanje filma
Hypercassette™ (Amersham Biosciences), raztopina za razvijanje in fiksiranje
filma.
Pripravili smo 1× pufer PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4,
1,8 mM KH2PO4, pH 7,4,) in blokirni pufer (1× PBS, 5-odstotno mleko (m/v), pH
7,4,).
Uporabili smo sledecˇe pozitivne in negativne kontrole:
• Vzorec 1 (pozitivna kontrola): SEK HPR. Kozja protitelesa IgG/IgM proti
mišjim protitelesom konjugirana s hrenovo peroksidazo HPR (1:100).
• Vzorec 2 (negativna kontrola): HEK293T EV pEGFPN2. Lizat celic HEK293T,
ki so transfecirane s praznim vektorjem pEGFPN2.
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• Vzorec 3 (pozitivna kontrola): HEK293T N-154 pEGFPN2. Lizat celic
HEK293T, ki so transfecirane z vektorjem pEGFPN2 z zapisom za protein
MLKLN-154. Ta se v celicah izraža, nanj se veže nanotelo M33-mCherry.
• Vzorec 4 (pozitivna kontrola): HEK293T N-154 pcDNA3.1. Lizat celic
HEK293T, ki so transfecirane z vektorjem pcDNA3.1 z zapisom za protein
MLKLN-154. Na izražen protein se veže nanotelo M33-mCherry. Vektor
vsebuje tudi zapis za c-Myc na katerega se vežejo protitelesa anti-c-Myc.
• Vzorec 6 (negativna kontrola): SUMO. Encim SUMO konjugiran z encimom
glutation S-transferaza (GST).
Vsi celicˇni lizati so bili pripravljeni v pufru MELB.
3.1.8 Ostale kemikalije, materiali in oprema
Tabela 3.1. Uporabljene kemikalije in materiali.
kemikalija proizvajalec
etanol Stella Tech
glicerol Fisher Chemical
kalijev dihidrogenfosfat Gram Mol
kalijev klorid VWR Chemical
mleko v prahu Pomurske mlekarne
natrijev hidrogenfosfat Sigma Aldrich
natrijev klorid Gram Mol
formaldehid Thermo Scientific
Trizma Sigma Aldrich
Tabela 3.2. Uporabljene naprave in oprema.
naprava/oprema proizvajalec
centrifuga Eppendorf 5702R Eppendorf
inkubator za sesalske celice New Brunswick
Scientific
konfokalni fluorescencˇni mikroskop Leica TCS SP8 Leica Microsystems
kromatografski sistem FPLC Äkta Amersham
Biosciences
mikrocentrifuga Eppendorf 5415R Eppendorf
mikrocentrifuga Eppendorf 5424 Eppendorf
nanodrop 2000c: UV-Vis Spectrophotometer Thermo Scientific
stresalnik-inkubator: Orbital Incubator Sanyo
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3.2 Metode
3.2.1 Transformacija bakterijskih celic in priprava prekonocˇne
kulture
Transformacijo smo izvedli po metodi toplotnega šoka. Transformirali smo
kompetentne bakterijske celice E. coli DH5α, ki smo jih odmrznili na ledu. K
100 µl celic smo dodali 1 µl plazmidne DNA in inkubirali na ledu 20 min. Sledil
je toplotni šok pri 42 °C za 45 s in 2-minutna inkubacija na ledu. K celicam smo
dodali 800 µl medija LB brez antibiotika in stresali pri 37 °C in pri 225 obr/min
1,5 ure. 100 µl bakterijske suspenzije smo prenesli na plošcˇo LB z ampicilinom
ali kanamicinom, ki smo jo pripravili kot je opisano v poglavju 3.1.3. Plošcˇo smo
inkubirali preko nocˇi pri 37 °C.
Naslednji dan smo pripravili prekonocˇno kulturo. Bakterijsko kolonijo smo
s cepilno zanko sterilno prenesli z agarne plošcˇe v 7 ml tekocˇega gojišcˇa LB z
dodanim ustreznim antibiotikom in stresali 16 ur pri 37 °C. Priprava tekocˇega
gojišcˇa je opisana v poglavju 3.1.3.
3.2.2 Izolacija plazmidne DNA
Po 16 urah smo 7 ml prekonocˇne kulture prelili v 15-mililitrsko centrifugirko
in centrifugirali 4 min pri 3000 g in sobni temperaturi. Usedlino celic smo
uporabili za izolacijo plazmidne DNA s kompletom reagentov GeneJET Plasmid
Miniprep Kit po priloženem protokolu proizvajalca. Pri tem smo bakterijske
celice resuspendirali, lizirali in oborili genomsko DNA. Plazmidna DNA se je
vezala na nosilec, s katerega smo jo na koncu eluirali. Vsa vmesna centrifugiranja
smo izvedli pri 16000 g. Za elucijo smo uporabili 2 x 25 µl destilirane sterilne
vode. Koncentracijo DNA smo izmerili z napravo NanoDrop z merjenjem
absorbance pri valovni dolžini 260 nm (A260). Plazmidno DNA smo shranili v
mikrocentrifugirkah pri –20 °C.
3.2.3 Priprava trajne kulture
Za pripravo trajne kulture smo posamezno kolonijo iz agarne plošcˇe sterilno
prenesli v 50 ml tekocˇega gojišcˇa LB z dodanim antibiotikom v 250-mililitrski
erlenmajerici. Kulturo smo stresali 16 ur pri 37 °C. Pripravili smo 80-odstotni
(v/v) glicerol in ga avtoklavirali. V zamrzovalno posodico smo prenesli 100 µl
80-odstotnega glicerola in dodali 900 µl prekonocˇne kulture ter premešali. Tako
pripravljeno trajno bakterijsko kulturo, ki je vsebovala želen plazmid, smo shranili
pri –80 °C. Pri morebitnem naslednjem pomnoževanju plazmidne DNA smo
trajno kulturo direktno nacepili na trdno gojišcˇe in nadaljevali po postopku
opisanem zgoraj.
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3.2.4 Gojenje celic HEK293T
Celice HEK293T (1 ml) smo odmrznili pri 37 °C in jih dali v 50-mililitrsko
centrifugirko z 10 ml medija cDMEM. Suspenzijo celic smo centrifugirali 3 min
pri 500 g. S tem smo odstranili DMSO, ki ga uporabljamo pri zamrzovanju celic
kot krioprotektant. Celice smo resuspendirali v 10 ml svežega medija cDMEM
na 10 cm plošcˇi in jih gojili do konfluentnosti (3–4 dni) v inkubatorju z dodanim
5-odstotnim CO2 pri 37 °C. Nato smo celice precepili na novo plošcˇo, tako da smo
odsesali medij, sprali s 6 ml pufra DPBS in dodali 500 µl raztopine Tryple Select, ki
vsebuje tripsin. Po 3 minutah na sobni T so se celice odlepile od podlage. Dodali
smo 9,5 ml medija cDMEM, resuspendirali in 0,5 ml celic prenesli na novo plošcˇo
z 9,5 ml gojišcˇa cDMEM. Celice smo gojili v inkubatorju pri 37 °C in 5-odstotnem
CO2 ter postopek ponovili vedno, ko so celice zrastle do konfluentnosti. Vso delo
smo opravljali sterilno, medij in raztopine smo vnaprej segreli na 37 °C.
3.2.5 Priprava krovnih stekelc
Za pripravo trajnih preparatov smo uporabljali krovna stekelca (Cover Slips, CS)
debeline 0,17 mm. Hranili smo jih v 70 % sterilnem absolutnem etanolu in jih pred
uporabo skupaj z etanolom prenesli v 10 cm plošcˇo. CS smo locˇili med seboj in
jih s pinceto prenesli v plošcˇo z 12 vdolbinicami, tako da niso ležali na podlagi,
ampak smo jih prislonili ob rob vsake vdolbinice. Pocˇakali smo, da se CS posušijo
in jih nato posedli v vdolbinice. V vsako vdolbinico smo dodali 250 µl raztopine
poli-L-lizina in inkubirali 30 min pri sobni temperaturi. Poli-L-lizin poskrbi, da se
celice bolje primejo na površino stekelca. CS smo nato sprali 3-krat z 1 ml pufra
DPBS in dodali 1 ml suspenzije celic, ki smo jih pred tem prešteli in ustrezno
redcˇili po postopku opisanem v poglavju 3.2.6. Celice smo gojili v inkubatorju pri
37 °C in 5-odstotnem CO2.
3.2.6 Štetje in nacepljanje celic za transfekcijo
Celice, ki so rastle na 10 cm plošcˇi do konfluentnosti, smo sprali s 6 ml DPBS,
dodali 500 µl raztopine Tryple Select in jih po 3 min resuspendirali v 9,5 ml medija
cDMEM. 10 µl suspenzije celic smo prenesli v mikrocentrifugirko in dodali 40 µl
barvila tripan modro, nato pa 10 µl prenesli pod stekelce hemicitometra in prešteli
celice. Število vseh celic smo izracˇunali po spodnji enacˇbi.
število celic = preštete celice× faktor redcˇitve
število preštetih kvadrantov
× 10000 celic/ml
(3.1)
Suspenzijo celic smo ustrezno redcˇili s svežim medijem cDMEM, tako da smo
v vsako vdolbinico nacepili število celic, ki je prikazano v tabeli 3.3 in je odvisno
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od tipa plošcˇe. Celice smo gojili v inkubatorju pri 37 °C in 5-odstotnem CO2 24 h.
Tabela 3.3. Število nacepljenih celic glede na tip plošcˇe.
tip plošcˇe površina [cm2] število nacepljenih
celic
V medija [ml]
plošcˇa z 12
vdolbinicami
3,8 5× 104–1, 2× 105 1
plošcˇa s 96
vdolbinicami
0,3 2, 8× 104 0,1
3.2.7 Transfekcija HEK293T
Transfekcija je proces vstavljanja tuje DNA v sesalske celice, ki smo jo izvedli po
24 urah s pomocˇjo transfekcijskih reagentov navedenih v poglavju 3.1.4.
Transfekcija s polietilenaminom (PEI). Transficirali smo celice HEK293T
na plošcˇi z 12 vdolbinicami in krovnimi stekelci. Za vsako vdolbinico smo
potrebovali 500 ng plazmidne DNA, 5 µl reagenta PEI in 25 µl 150 mM NaCl
(razmerje PEI/NaCl 1:5), vse eksperimente smo izvajali v duplikatih, reagente
smo segreli na sobno T. Ustrezni volumen plazmidov EV pEGFPN2 in MLKL
N154 pEGFPN2 smo prenesli v dve mikrocentrifugirki in dodali sterilen 150 mM
NaCl, tako da je bil skupni volumen 50 µl. Posebej smo pripravili transfekcijski
reagent PEI s 150 mM NaCl v ustreznem razmerju in inkubirali 5 min. 50 µl
pripravljenega reagenta smo prenesli v mikrcentrifugirko s plazmidno DNA in
inkubirali 20 min na sobni T. Polovico te mešanice (50 µl) smo nanesli na celice
v eni vdolbinici. Na prazne celice, ki so služile kot kontrola, smo dodali 50 µl
150 mM NaCl. Celice smo inkubirali 24 h pri 37 °C in 5-odstotnem CO2.
Transfekcija s transfekcijskim reagentom X-tremeGENE 9. Izvedli smo
transfekcijo ali kotransfekcijo celic na plošcˇi s 96 vdolbinicami ali plošcˇi z
12 vdolbinicami in krovnimi stekelci. Transfekcijski reagent smo segreli na
sobno temperaturo in ga redcˇili z medijem Opti-MEM do koncentracije 3 µl
reagenta/100 µl medija (za razmerje 3:1, ki predstavlja kolicˇino (µl) reagenta proti
kolicˇini (µg) DNA). Mešanici smo dodali 1 µg DNA/100 µl redcˇenega reagenta,
rahlo premešali in inkubirali 15 min pri sobni T. Nato smo transfekcijski kompleks
dodali k celicam in jih inkubirali 12–24 h (odvisno od poskusa) pri 37 °C in
5-odstotnem CO2. Volumen dodanega transfekcijskega kompleksa je prikazan v
tabeli 3.4. Pri transfekciji na plošcˇi s 96 vdolbinicami smo volumen pripravljenega
transfekcijskega kompleksa prilagodili na skupni volumen 15 µl. Po 12–24 h urah
smo s konfokalnim mikroskopom preverili uspešnost transfekcije celic na plošcˇi
s 96 vdolbinicami. Celice na plošcˇi z 12 vdolbinicami smo fiksirali in pripravili
trajne celicˇne preparate ali nadaljevali z imunodetekcijo.
Transfekcija s transfekcijskim reagentom X-tremeGENE HP. Transfekcijo
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smo izvedli na podoben nacˇin kot z reagentom X-tremeGENE 9 po protokolu
proizvajalca (Roche).
Tabela 3.4. Volumen 100 µl pripravljenega transfekcijskega kompleksa, ki ga
dodamo v eno vdolbinico.
tip plošcˇe V medija
[ml]
DNA [µg] V transfekcijskega
kompleksa [µl]
V reagenta
XG 9 [µl]
plošcˇa z 12
vdolbinicami
1 0,5 50 1,5
plošcˇa s 96
vdolbinicami
0,1 0,05 5 0,15
3.2.8 Priprava trajnih celicˇnih preparatov
Po transfekciji smo naslednji dan celice, ki so rastle na plošcˇi z 12 vdolbinicami
in krovnimi stekelci, 2-krat sprali z 1 ml DPBS. Za fiksacijo celic smo uporabili
raztopino 4-odstotnega formaldehida, ki smo jo pripravili iz 16-odstotnega
formaldehida in DPBS. Raztopino smo hranili v temi, saj je formaldehid obcˇutljiv
na svetlobo. 500 µl 4-odstotnega formaldehida smo dali k celicam in inkubirali
20–30 min pri sobni temperaturi. Nato smo celice ponovno sprali 3-krat z 1 ml
DPBS. Objektna stekelca smo sprali z etanolom in pustili, da se posušijo. Krovna
stekelca smo previdno prenesli na objektno stekelce na katerega smo pred tem
kapnili vklopno sredstvo, ki vsebuje barvilo DAPI, ki jedra celic obarva modro.
Pripravljene preparate smo posušili v temi, pri sobni T, do naslednjega dne, nato
smo jih lahko do vecˇ tednov hranili pri 4 °C. Preparate smo analizirali pod
konfokalnim mikroskopom Leica pri 10-, 20- in 63-kratni povecˇavi.
3.2.9 Imunocitokemijska analiza
Plošcˇo z 12 vdolbinicami in krovnimi stekelci smo pripravili kot je opisano v
poglavju 3.2.5 in nacepili celice HEK293T kot je opisano v poglavju 3.2.6. Naslednji
dan smo izvedli transfekcijo celic s transfekcijskim reagentom PEI (poglavje 3.2.7).
24 ur po transfekciji smo celice 2-krat sprali z 1 ml DPBS in jih fiksirali z dodatkom
300 µl 4-odstotnega formaldehida 30 min pri sobni temperaturi. Nato smo celice
3-krat sprali z 1 ml DPBS. Sledila je permeabilizacija celic z 0,1-odstotnim Triton
X-100 v 1-kratnem PBS. Izvedli smo dva poskusa, pri katerih smo spremenili cˇas
permeabilizicije, in sicer iz prvotnih 5 min na 10 min. Celice smo sprali 3-krat z
1 ml DPBS in blokirali z dodatkom 400 µl 0,5-odstotnega FBS v PBS 30 min. Za
barvanje celic smo uporabili pripravljen fuzijski protein M33-mCherry, ki smo ga
redcˇili v 0,5-odstotnim FBS v PBS v razmerju 1:20, 1:40, 1:80. Zacˇetna koncentracija
proteina je bila 0,87 mg/ml. Nanotelesa smo inkubirali 2 h pri sobni temperaturi,
18
Eksperimentalni del: materiali in metode
nato smo celice previdno 3-krat sprali z 1 ml DPBS. Preparate smo pripravili kot
je opisano zgoraj.
3.2.10 Konfokalno fluorescentno mikroskopiranje
Konfokalni mikroskop se od navadnega presevnega mikroskopa razlikuje po
tem, da se naenkrat osvetli le izbrano rezino vzorca. To izboljša kontrast slike,
omogocˇa pa tudi tridimenzionalno slikanje. Konfokalno mikroskopiranje se
uporablja v kombinaciji s fluorescentnim mikroskopiranjem, pri katerem biološki
vzorec oznacˇimo s fluorescentnim oznacˇevalcem. Naše vzorce smo opazovali s
konfokalnim mikroskopom Leica TCS SP8. Delo smo opravljali pri 10-, 20- in
63-kratni povecˇavi, pri objektivu s 63-kratno povecˇavo smo uporabili imerzijsko
olje z lomnim kolicˇnikom 1,5180. Proteine s fuzijskim partnerjem EGFP smo
opazovali pri vzbujevalni valovni dolžini 488 nm in emisijski valovni dolžini
495–545 nm. V primeru fuzijskega proteina mCherry smo vzorce opazovali pri
valovni dolžini absorpcije 552 nm in emisijski valovni dolžini 570–620 nm. Jedra,
ki so bila oznacˇena z barvilom DAPI smo opazovali pri valovni dolžini absorpcije
405 nm in emisijski valovni dolžini 410–480 nm.
3.2.11 Kromatografija z locˇevanjem po velikosti
Protein M33-mCherry smo pred zacˇetkom dela odmrznili in centrifugirali pri
16000 g in 4 °C 20 min. Pripravili smo pufer TBS in ga filtrirali. Uporabili smo
24-mililitrsko kolono Superdex-75, ki smo jo namestili na sistem FPLC. Oba
proteina smo zmešali v molarnem razmerju 1:1, inkubirali 30 min pri sobni
temperaturi in nanesli na kolono. Zacˇetna koncentracija proteina M33-mCherry je
bila 0,87 mg/ml (M = 42,5 kDa), proteina MLKL-N154 pa 10,1 mg/ml (M = 18,3
kDa). Na kolono smo nanašali po 280 µl pripravljenega vzorca, in sicer:
• vzorec 1: 140 µl proteina M33-mCherry in 140 µl pufra TBS,
• vzorec 2: 140 µl proteina M33-mCherry, 5 µl proteina MLKL-N154 in 135 µl
pufra TBS,
• vzorec 3: 5 µl proteina MLKL-N154 in 275 µl pufra TB.
Pri kromatografiji vecˇje molekule skozi kolono potujejo hitreje kot manjše.
Ob tvorbi kompleksa smo torej pricˇakovali premik elucijskega vrha k nižjim
vrednostim volumna.
3.2.12 Tocˇkovni nanos
S tocˇkovnim nanosom smo želeli preveriti specificˇnost vezave nanotelesa
M33-mCherry na protein MLKL-N154. 10 µl vzorca proteina MLKL-N154 in
ustrezne kontrole smo nanesli na dve nitrocelulozni membrani (3×10 cm) ter
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pustili, da se posušita. Membrano smo blokirali v blokirnem pufru 45 min na sobni
temperaturi. Nato smo membrano prestavili v 10 ml 1× PBS z 0,1-odstotnim (m/v)
mlekom in 100 µl nanotelesa M33-mCherry (1:100). Inkubacije je potekala pri 4
°C preko nocˇi. Naslednji dan smo membrano 3-krat sprali z 1× PBS in jo prenesli
v 50 ml centrifugirko s 5 ml primarnih mišjih protiteles (1:2500) proti c-Myc v 1×
PBS z 0,1-odstotnim (v/v) Tween-20 in 5-odstotnim mlekom in stresali pri 4 °C
24 ur. Membrano smo sprirali trikrat po 15 min v 1× PBS in ji dodali sekundarna
kozja protitelesa proti mišjim protitelesom konjugirana s HPR (1:10000) v 1× PBS z
0,05-odstotnim Tween-20 in 5-odstotnim mlekom in stresali pri sobni temperaturi
1 uro. Nadaljevali smo s spiranjem z 1× PBS z 0,05-odstotnim Tween-20 (trikrat
po 15 min) in 1× PBS (enkrat po 5 min).
Prvo membrano smo razvili z uporabo kromogenega reagenta DAB. 7 mg
reagenta DAB smo raztopili v 10 ml 1× PBS (pH 7,2), raztopino prelili k membrani
in dodali 30 µl H2O2. Vodikov peroksid je namrecˇ, skupaj z reagentom DAB,
substrat hrenove peroksidaze, ki je vezana na sekundarnih protitelesih. Rezultat
je rjavo obarvan reakcijski produkt. Ko se je ta pojavil, smo raztopino odlili in
membrano posušili.
Drugo membrano smo razvili v temi s pomocˇjo kemiluminiscence ECL.
Raztopini luminola in vodikovega peroksida smo zmešali v razmerju 1:1,
membrano vstavili v kaseto, prelili z mešanico reagentov in inkubirali 2 min.
Reagent smo odstranili in kaseto zaprli s folijo. Nadaljnje delo smo opravili v
temi. Film smo položili na membrano, zaprli kaseto in pustili 5 min. Potem smo
film postopoma pomocˇili v razropino razvijalca, vode in fiksativa. Kot rezultat so
se na filmu pojavile cˇrne lise.
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4.1 Imunodetekcija proteina MLKLN-154
S fuzijskim nanotelesom M33-mCherry (poglavje 3.1.1), ki sem ga pripravila v
sklopu diplomske naloge, smo želeli imunodetektirati protein MLKLN-154, ki se
po predhodni transfekciji izraža v celicah HEK293T. Najprej smo preverili vezavo
obeh proteinov s kromatografijo z locˇevanjem po velikosti (SEC). Nato smo izrazili
protein MLKLN-154 v celicah HEK293T in izvedli imudotekcijo ter pripravili
preparate za opazovanje s fluorescencˇnim mikroskopom. Sledilo je še preverjanje
specificˇnosti vezave nanotelesa M33-mCherry s tocˇkovnim nanosom.
4.1.1 Preverjanje vezave s SEC
Za preverjanje vezave proteinov MLKLN-154 in M33-mCherry smo pripravili
raztopino obeh proteinov v molarnem razmerju 1:1 in analizirali s kromatografijo
z locˇevanjem po velikosti. Na sliki 4.1 so združeni elucijski diagrami proteina
M33-mCherry, proteina MLKLN-154 in kompleksa med obema proteinoma. Vrh
pri elucijskem volumnu 11,53 ml predstavlja nanotelo M33-mCherry, vrh pri 13,98
ml predstavlja protein MLKLN-154. Razvidno je, da se v primeru kompleksa
elucijski vrh premakne iz 11,53 ml k 10,98 ml. Pri tem tudi ni zaznati prostega
proteina MLKLN-154. Iz tega lahko sklepamo, da se proteina uspešno vežeta in
tvorita kompleks.
4.1.2 Imunodetekcija proteina MLKLN-154
Sledili so eksperimenti na sesalskih celicah HEK293T. Na plošcˇo z 12 vdolbinicami
in krovnimi stekelci smo nacepili 5 × 104 celic/vdolbinico. Po 24 urah smo
izvedli transfekcijo z vektorjem MLKLN-154 pEGFPN2 in praznim vektorjem
EV pEGFP-N2 (kontrola) ter transfekcijskim reagentom PEI. Celice smo gojili
nadaljnjih 24 ur, nato smo jih fiksirali 30 min, permeabilizirali 5 min in blokirali
30 min. Barvanje z nanotelesom M33-mCherry smo izvedli v razmerju 1:40 in
1:80. Plošcˇo smo inkubirali v temi 2 uri, nato smo pripravili preparate, ki smo jih
analizirali s fluorescencˇnim konfokalnim mikroskopom pri 10-, 20- in 60-kratni
povecˇavi.
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Slika 4.1. Vezava proteina M33-mCherry na protein MLKLN-154. Prikazan
je elucijski diagram po kromatografiji z locˇevanjem po velikosti. Z modro je
prikazana elucija proteina M33-mCherry, z oranžno proteina MLKLN-154 in s
sivo kompleksa obeh proteinov.
Na preparatih smo opazili zelene celice, kar nakazuje na izražanje proteina
MLKLN-154 (slika 4.2). Ob tem nismo zaznali fluorescence proteina mCherry,
iz cˇesar lahko sklepamo, da se nanotelo ni vezalo na MLKLN-154. Delež
transfeciranih celic s plazmidom MLKLN-154 je bil nizek.
Odlocˇili smo se spremeniti nekatere eksperimentalne pogoje. V nadaljevanju
smo uporabili vecˇjo koncentracijo nanotelesa (razmerje 1:20) in daljši cˇas
permeabilizacije (10 min). Z vecˇjo koncentracijo nanotelesa smo želeli zmanjšati
možnosti, da bi se ta v celoti odstranila iz preparata v procesu spiranja. Možno je,
da se ta ne vežejo z dovolj veliko anfiniteto.
Fiksacija s formaldehidom zamreži celicˇne strukture in precˇno poveže proteine,
z daljšo permeabilizacijo smo želeli ustvariti vecˇje pore, ki bi omogocˇale dostop
nanotelesa M33-mCherry v notranjost celic in vezavo na MLKL-N154. Cˇeprav
fiksacija s formaldehidom ne predstavlja ovire za vezavo mnogih protiteles je
verjetno, da precˇno povezovanje antigenov zamaskira epitop in s tem preprecˇi
vezavo protiteles. Kljub spremembi eksperimentalnih pogojev pri analizi vzorcev
nismo zaznali rdecˇe fluorescence, torej prisotnost nanoteles. Odlocˇili smo se da
poskusov ne nadaljujemo.
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(A) (B)
Slika 4.2. Izražanje fuzijskega proteina MLKLN-154-EGFP v celicah HEK293T.
Na sliki A so jedra celic obarvana z barvilom DAPI. Na sliki B celice izražajo
protein MLKLN-154 s fluorescencˇno oznako GFP. Slike smo posneli s konfokalnim
mikroskopom pod 63-kratno povecˇavo objektiva pri vzbujevalni valovni dolžini
405 nm in emisijski valovni dolžini 410–480 nm (A) ter pri vzbujevalni valovni
dolžini 488 nm in emisijski valovni dolžini 495–545 nm (B).
4.1.3 Tocˇkovni nanos in preverjanje specificˇnosti vezave
Z metodo tocˇkovnega nanosa smo želeli preveriti specificˇnost vezave nanotelesa
M33-mCherry. 10 µl cˇistega proteina MLKLN-154 (vzorec 5) in kontrolne vzorce
(poglavje 3.1.7) smo nanesli na dve nitrocelulozni membrani.
Uporabili smo nanotelesa M33-mCherry, primarna mišja protitelesa proti
c-Myc in sekundarna kozja protitelesa proti mišjim protitelesom konjugirana s
HPR v navedenem vrstnem redu. Prvo membrano smo detektirali s kromogenim
substratom DAB, drugo z ECL (slika 4.3).
Vzorec 1 predstavlja pozitivno kontrolo, sekundarna protitelesa konjugirana
z encimom HPR. Lisi sta pri obeh metodah detekcije zelo mocˇni. Vzorec 5
predstavlja cˇist protein MLKLN-154 izoliran iz bakterij. Iz lise lahko sklepamo, da
se nanotelo veže na protein MLKLN-154. Vzorec 4 predstavlja celice, ki izražajo
protein MLKLN-154 skupaj z oznako c-Myc, zato so na vzorec lahko vezala tudi
protitelesa anti-c-Myc. Pri vzorcu 3 je zaznana zelo slaba vezava, mogocˇe je, da
GFP ovira vezavo nanotelesa. Opaziti je tudi manjšo nespecificˇnost nanotesesa,
kar je razvidno iz vzorca 2. Vzorec 6 predstavlja negativni kontrolni vzorec –
encim SUMO konjugiran z encimom glutation S-transferaza.
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Slika 4.3. Specificˇnost vezave proteina M33-mCherry na protein MLKLN-154
s tocˇkovnim nanosom A) detekcija s substratom DAB, B) detekcija ECL. 1) SEK
HPR, 2) HEK293T EV pEGFPN2, 3) HEK293T N-154 pEGFPN2, 4) HEK293T N-154
pcDNA3.1, 5) protein MLKLN-154, 6) SUMO.
4.2 Preverjanje izražanja proteinov s fluorescencˇno
mikroskopijo
Pri poskusih smo uporabili naslednje plazmide: MLKLN-154 pEGFPN2,
MLKLN-154 D144K pEGFPN2, EV pEGFPN2, M33-mCherry pcDNA3.1, mCherry
pcDNA3.1 in EV pcDNA3.1. Najprej smo naštete plazmide pomnožili v
bakterijskih celicah E. coli DH5α in jih izolirali z uporabo kompleta reagentov
GeneJET Plasmid Miniprep Kit.
Nato smo preverili izražanje proteinov v celicah HEK293T. V ta namen
smo celice nacepili na plošcˇo z 96-vdolbinicami in jih po 24 urah transfecirali
z zgoraj naštetimi plazmidi in transfekcijskim reagentom X-tremeGENE 9 ali
X-tremeGENE HP. Po 24 h smo celice opazovali s konfokalnim mikroskopom.
Pred tem smo poskuse izvedli tudi s transfekcijskim reagentom PEI, vendar je bil
nivo transfekcije nizek in zato rezultati niso podrobneje opisani.
Na sliki 4.4 so prikazane celice HEK293T, ki izražajo proteina MLKLN-154 in
MLKLN-154 D144K, na sliki 4.5 pa celice HEK293T, ki izražajo proteina mCherry
in M33-mCherry. Vsi proteini se uspešno izražajo. Med izražanjem proteina
MLKLN-154 in mutantnega proteina D144K je opazna precejšnja razlika v številu
transfeciranih celic in intenziteti signala (slika 4.6 A in C), kar nakazuje na slabše
izražanje proteina MLKLN-154 D144K. Pregled celic z izraženim mutantnim
proteinom MLKLN-154 D144K in primerjava celic s proteinom MLKLN-154 je
razkrila, da so te v fazi odmiranja (slika 4.4 B in D), saj mutacija v aminokislinskem
zaporedju MLKLN-154 na mestu 144 povzrocˇi celicˇno smrt. Te celice se odlepijo
od podlage in se v procesu spiranja odstranijo. Zato je nižji delež celic, pri katerih
zaznamo fluorescenco, razumljiv.
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(A) MLKLN-154 pEGFPN2 (B) MLKLN-154 pEGFPN2
(C) MLKLN-154 D144K pEGFPN2 (D) MLKLN-154 D144K pEGFPN2
Slika 4.4. Izražanje proteina MLKLN-154 in MLKLN-154 D144K v celicah
HEK293T. Slike smo posneli 24 h po transfekciji s konfokalnim mikroskopom pod
20-kratno povecˇavo objektiva pri vzbujevalni valovni dolžini 488 nm in emisijski
valovni dolžini 495–545 nm za GFP (sliki A in C). Sliki B in D predstavljata signal
svetlega polja (ang. Bright Field – BF) in prikazujeta delež živih celic pritrjenih na
podlago.
Tudi število celic, ki izražajo protein M33-mCherry, je v primerjavi s kontrolo
mCherry nižje (slika 4.5). Celice so slabše transfecirane, zato je njihov signal
šibkejši.
Med transfekcijskim reagentom X-tremeGENE 9 in X-tremeGENE HP nismo
opazili vecˇjih razlik v uspešnosti transfekcije, zato smo v nadaljevanju uporabili
reagent X-tremeGENE 9.
Celice HEK293T smo v nadaljevanju poskusno kotransfecirali z dvema
plazmidoma hkrati, in sicer s plazmidi MLKLN-154 + M33-mCherry, MLKLN-154
+ mCherry, MLKLN-154 D144K + M33-mCherry, MLKLN-154 D144K + mCherry,
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(A) mCherry pcDNA3.1 (B) M33-mCherry pcDNA3.1
Slika 4.5. Izražanje proteinov mCherry in M33-mCherry v celicah HEK293T. Na
sliki A celice izražajo protein mCherry, na sliki B protein M33-mCherry. Sliki smo
posneli 24 h po transfekciji s konfokalnim mikroskopom pod 10-kratno povecˇavo
objektiva pri vzbujevalni valovni dolžini 552 nm in emisijski valovni dolžini
570–620 nm za mCherry.
M33-mCherry + EV pcDNA3.1, mCherry + EV pcDNA3.1 in EV pEGFPN2 + EV
pcDNA3.1 S tem smo želeli prikazati delež celic, ki vsebujejo oba plazmida in
kolokalizacijo proteinov MLKLN-154 in M33-mCherry (slika 4.6).
(A) MLKLN-154 + mCherry (B) MLKLN-154 + M33-mCherry
Slika 4.6. Izražanje proteinov MLKLN-154 in mCherry oziroma M33-mCherry.
Na sliki A celice izražajo proteina MLKLN-154 (zeleno) in mCherry (rdecˇe), na
sliki B proteina MLKLN-154 (zeleno) in M33-mCherry (rdecˇe). Rumeno-oranžne
celice izražajo oba proteina. Slike smo posneli 24 h po transfekciji s konfokalnim
mikroskopom pod 10-kratno povecˇavo objektiva.
26
Rezultati
Celice smo nacepili na plošcˇo z 96 vdolbinicami, transfecirali po 24 h in
opazovali po nadaljnjih 24 h s fluorescencˇnim mikroskopom pod 10- in 20-kratno
povecˇavo objektiva. Celice so se kotransfecirale, vecˇji delež celic, ki vsebujejo oba
plazmida je opazen pri vzorcu MLKLN-154 + mCherry (slika 4.6). Tako protein
MLKLN-154 kot proteina mCherry in M33-mCherry se v celicah enakomerno
izražajo v citoplazmi. Zato v tem primeru in navedeni povecˇavi objektiva
kolokalizacije nismo uspeli potrditi.
V nadaljevanju smo pripravili preparate na krovnih stekelcih, kar nam je
omogocˇilo opazovanje celic pod najvecˇjo povecˇavo mikroskopa. Ker protein
MLKLN-154 D144K sproži celicˇno smrt, za to pa je potrebna translokacija na
celicˇno membrano, smo sklepali, da bi lahko kolokalizacijo proteinov zaznali na
celicˇni membrani.
4.3 Dolocˇanje cˇasovne tocˇke izražanja proteina
MLKLN-154 D144K
Celice, ki smo jih transfecirali s proteinom MLKLN-154 D144K, so bile po 24 h v
procesu celicˇne smrti. Da bi lahko opazovali kolokalizacijo MLKLN-154 D144K in
M33-mCherry smo izvedli poskus, pri katerem smo dolocˇili cˇasovno tocˇko, ko se
protein MLKLN-154 D144K že izraža, a še ne povzrocˇi celicˇne smrti.
Celice smo nacepili na plošcˇo z 96-vdolbinicami in jih po 24 h transfecirali s
plazmidi MLKLN-154, MLKLN-154 D144K in EV pEGFP.
Cˇez 12 h smo zacˇeli z opazovanjem celic s konfokalnim mikroskopom in
postopek ponovili vsako uro še nadaljnjih 6 h. Celice smo opazovali le nekaj
minut in jih nato postavili nazaj v inkubator s primerno atmosfero.
Rezultati so pokazali, da se transfecirani proteini MLKLN-154, MLKLN-154
D144K in GFP izražajo že po 15 urah. Izražanje mutirane oblike D144K je slabše,
zato je intenziteta signala v primerjavi z nemutirano obliko tudi v tem primeru
nizka. Na sliki 4.7 so prikazane celice transfecirane s proteinom MLKLN-154
D144K po 14, 15 in 18 urah. Celice zacˇnejo intenzivneje umirati po 18 h. Iz tega
smo zakljucˇili, da je celice smiselno analizirati 15–16 h po transfekciji. Za analizo
vzorcev pod 63-kratno povecˇavo objektiva smo nadaljnje vzorce pripravili na
plošcˇi z 12-vdolbinicami in krovnimi stekelci.
4.3.1 Kolokalizacija in vpliv nanotelesa na celicˇno smrt
Celice HEK293T smo nacepili na plošcˇo z 12-vdolbinicami in krovnimi stekelci. Po
24 h smo izvedli kotransfekcijo s kombinacijo plazmidov MLKLN-154 pEGFPN2,
MLKLN-154 D144K pEGFPN2, EV pEGFPN2, M33-mCherry pcDNA3.1, mCherry
pcDNA3.1 in EV pcDNA3.1. Uporabili smo transfekcijski reagent X-tremeGENE 9.
Po 15 h smo celice fiksirali in pripravili trajne preparate s pomocˇjo vklopnega
sredstva z barvilom DAPI.
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(A) MLKLN-154 D144K po 14 h (B) MLKLN-154 D144K po 15 h
(C) MLKLN-154 D144K po 15 h (D) MLKLN-154 D144K po 18 h
Slika 4.7. Izražanje proteina MLKLN-154 D144K 14, 15 in 18 ur po transfekciji
v celicah HEK293T. Slike A, B in D predstavljajo signal svetlega polja in so bile
posnete 14 h (A), 15 h (B) in 18 h (D) po transfekciji s plazmidom MLKLN-154
D144K pcDNA3.1. Na sliki C celice izražajo protein MLKLN-154 D144K 15 h po
transfekciji. Posneli smo jo s konfokalnim mikroskopom pod 10-kratno povecˇavo
objektiva pri vzbujevalni valovni dolžini 488 nm in emisijski valovni dolžini
495–545 nm za GFP.
Na sliki 4.8 so prikazane celice HEK293T kotransfecirane s plazmidoma
MLKLN-154 + mCherry in MLKLN-154 + M33-mCherry. Rumeno-oranžne
celice predstavljajo celice, ki so transfecirane z obema plazmidoma. Protein
M33-mCherry se slabše izraža kot protein mCherry, saj je razvidno manjše število
transfeciranih celic.
Na sliki 4.9 so prikazane celice, ki izražajo protein MLKLN-154 D144K. Na
celicˇni membrani vidimo intenzivnejši signal GFP, ki bi lahko predstavljal protein
MLKL lokaliziran na celicˇni membrani. Na sliki je opaziti zeleno obarvane
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(A) MLKLN-154 + mCherry (B) MLKLN-154 + M33-mCherry
Slika 4.8. Izražanje proteinov MLKLN-154 in mCherry oziroma M33-mCherry.
Na sliki A celice izražajo proteina MLKLN-154 (zeleno) in mCherry (rdecˇe), na
sliki B proteina MLKLN-154 (zeleno) in M33-mCherry (rdecˇe). Preparati so bili
pripravljeni 15 h po transfekciji, slike smo posneli s konfokalnim mikroskopom
pod 63-kratno povecˇavo objektiva.
agregate v obliki mehurcˇkov(oznacˇeno z belo pušcˇico), ki so lahko posledica
razpada celicˇne membrane.
(A) MLKLN-154 D144K (B) MLKLN-154 D144K
Slika 4.9. Izražanje proteina MLKLN-154 D144K v celicah HEK293T. Slika A
predstavlja izražen protein MLKLN-154 D144K lokaliziran na membrani, na sliki
B so s pušcˇico oznacˇeni agregati proteina MLKLN-154 D144K. Preparati so bili
pripravljeni 15 h po transfekciji, slike smo posneli s konfokalnim mikroskopom
pod 63-kratno povecˇavo objektiva pri vzbujevalni valovni dolžini 488 nm in
emisijski valovni dolžini 495–545 nm za GFP.
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Ob pregledu preparatov smo našli zelo malo celic, ki hkrati izražajo mutantni
protein MLKLN-154 D144K in M33-mCherry. Celic, ki so izražale nanotelo
M33-mCherry je bilo v splošnem malo, intenziteta obeh signalov je bila nizka.
Zato kolokalizacije nismo mogli potrditi.
Predvidevali smo, da bo nanotelo M33 z vezavo na mutiran protein
MLKLN-154 zmanjšal delež celicˇne smrti. Verjetno se to ne zgodi, saj bi v
nasprotnem primeru zaznali vecˇ celic z izraženima obema proteinoma, MLKL in
M33-mCherry. Primerjava vzorcev, ki so vsebovali izražena proteina MLKLN-154
D144K in M33-mCherry ter MLKLN-154 D144K in mCherry, ni pokazala opaznih
razlik v deležu celicˇne smrti. Zaradi slabe kotransfekcije z obema konstruktoma,
nadaljnjih analiz celicˇne smrti nismo izvedli.
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Nanotelesa se danes uporabljajo na razlicˇnih podrocˇjih; za detekcijo in sledenje
antigenov znotraj celice, kot dostavni sistem pri diagnozi in zdravljenju bolezni,
z vezavo na encime, receptorje in druge proteine vplivajo na njihovo funkcijo ali
aktivnost [30].
Pri procesu nekroptoze pride do izlitja citotoksicˇne vsebine v okolico celic. Pri
tem se sproži vnetni odziv, zato nekroptozo povezujejo s številnimi vnetnimi
boleznimi [3]. Protein MLKL je kljucˇna molekula v signalni poti nekroptoze,
skupaj s kinazo RIP1 in RIP3 tvorijo kompleks imenovan nekrosom. Protein MLKL
po aktivaciji z RIP3 oligomerizira in se premakne na celicˇno membrano, kjer sproži
celicˇno smrt [3], [10].
Domena svežnja štirih α-vijacˇnic 4HB na N-koncu proteina MLKL je nujna za
permeabilizacijo membrane. Razlicˇno dolgi konstrukti N-koncˇne domene, ki se
razlikujejo v prisotnosti α-vijacˇnice H6, se razlikujejo v nekroptozni aktivnosti. Ta
naj bi držala protein v neaktivni obliki [19].
Protein MLKL z N-koncˇnimi 154 aminokislinskimi ostanki (MLKLN-154) ne
sproži celicˇne smrti [16]. Mutacija aspartata v lizin D144K na delu α-vijacˇnice H6
naj bi povzrocˇila njen odmik od domene 4HB in s tem posnemala konformacijsko
spremembo potrebno za aktivacijo proteina MLKL [40].
V okviru magistrske naloge smo želeli s pomocˇjo fuzijskega nanotelesa
M33-mCherry detektirati protein MLKLN-154 v celicah HEK293T. Nato smo želeli
pokazati, da M33-mCherry in MLKLN-154 kolokalizirata v celicah HEK293T po
transfekciji z obema konstruktoma. Nazadnje smo želeli preveriti ali nanotelo
M33 s svojo vezavo na MLKLN-154 vpliva na delež celicˇne smrti. V primeru
povecˇanja deleža celicˇne smrti bi to lahko pomenilo, da M33 stabilizira obliko
MLKLN-154 oziroma pripomore k njegovi oligomerizaciji, kar sproži celicˇno smrt.
V nasprotnem primeru bi M33 preprecˇil oligomerizacijo in znižal nivo celicˇne
smrti. Predvidevali smo, da bo v našem primeru nanotelo M33 s svojo vezavo
znižal nivo celicˇne smrti.
Preden smo se lotili imunodetekcije proteina MLKLN-154 z nanotelesom
M33-mCherry, smo njuno vezavo preverili s kromatografijo z locˇevanjem po
velikosti. Pri tem smo uspešno potrdili vezavo obeh proteinov, kar je razvidno iz
slike 4.1.
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Imunodetekcija MLKLN-154 v celicah HEK293T z nanotelesom M33-mCherry
je bila neuspešna, saj nismo zaznali rdecˇe fluorescence mCherry pri opazovanju
preparatov s fluorescencˇnim mikroskopom. Razlogov za to je lahko vecˇ. Nanotelo
se lahko prešibko veže na antigen in se v procesu spiranja odstrani z vzorca. Pri
fiksaciji celic smo uporabili formaldehid, ki zamreži celicˇne strukture in precˇno
poveže proteine. Formaldehid je sicer splošno uporaben fiksativ in nacˇeloma ne
moti vezave najbolj pogosto uporabljenih protiteles [41]. Kljub temu se lahko
zgodi, da formaldehid zamaskira epitop in preprecˇi vezavo protiteles na želeni
antigen znotraj celic [42].
Prvotni poskus smo zato ponovili, ob tem pa povecˇali koncentracijo nanotelesa
in podaljšali cˇas permeabilizacije z detergentom Triton X-100. Ta ustvari pore v
zamreženi strukturi, s cˇimer so antigeni dostopnejši za vezavo protiteles. Kljub
spremembi pogojev, rdecˇe fluorescence na preparatih nismo zaznali in poskusov
nismo nadaljevali.
Verjetno bi bilo koristno zmanjšati tudi cˇas fiksacije iz 30 min na 10 min, kar
ocˇitno zadostuje za uspešno fiksacijo celic [43]. Razmišlali smo o uporabi metanola
kot fiksativa, vendar le ta denaturira proteine. Kasneje je Tina Kuhar, mag. biokem.
v svojem magistrskem delu pokazala, da se nanotelo M33-mCherry ne veže na
denaturiran protein MLKLN-154 in je obcˇutljivo na epitopsko strukturo [44], kar
je znacˇilno za nanotelesa, ki so bila pridobljena z imunizacijo živali z nativnimi
proteini [45].
S transfekcijskim reagentom PEI nismo dobili dobrih rezultatov transfekcije
(okoli 20-odstotkov transfeciranih celic) in smo ga v nadaljevanju nadomestili s
transfekcijskim reagentom X-tremeGENE 9. Pri tem je bilo transficiranih okoli
60-odstotkov celic.
Z metodo tocˇkovnega nanosa smo preverili specificˇnost vezave nanotelesa
M33. Ta se je uspešno vezal na izoliran protein MLKLN-154 (vzorec 5, slika 4.3).
Zelo intenzivna lisa pri vzorcu 4 je posledica vezave protiteles anti-c-Myc na
protein c-Myc, ki je poleg proteina MLKLN-154 prisoten po transfekciji celic s
plazmidom MLKLN-154 pcDNA3.1. Presenetila nas je rahla nespecificˇna vezava
na negativni kontrolni vzorec 2 (EV pEGFPN2) in slaba vezava na pozitivni
kontrolni vzorec 3 (MLKLN-154 pEGFPN2). Slednje je verjetno tudi eden od
razlogov, da se nanotelo ni vezalo na izražen protein MLKLN-154 v celicah.
Analiza izražanja fuzijskih proteinov in kontrol v sesalskih celicah HEK293T
je pokazala, da se vsi proteini uspešno izražajo. Za nas neugodno je bila
slabša transfekcija in izražanje/fluorescenca fuzijskega proteina M33-mCherry
v primerjavi s proteinom mCherry. V našem primeru je bila fuzija mCherry na
C-konec nanotelesa edina možnost, saj s tem ne moti vezavnega mesta nanotelesa
za antigen. Tudi sicer je v literaturi zaslediti podatke o fuziji proteina mCherry
tako na C- kot na N-koncu proteinov [37, 46]. Iz tega smo sklepali, da sama pozicija
ne vpliva na fluorescenco. Je pa mogocˇe, da se proteina vseeno motita med seboj
in se s tem zmanjša fluorescenca proteina.
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Celice, ki so bile transfecirane s konstruktom MLKLN-154 D144K, so bile po
24 urah pricˇakovano v procesu celicˇne smrti. Število transfeciranih celic je bilo
zato nizko, saj smo mrtve odstranili v procesu spiranja. Tiste celice, ki smo jih
vseeno zaznali verjetno vsebujejo manj proteina MLKLN-154, zato je intenziteta
fluorescence proteina nizka.
Kotransfekcija celic je pokazala višji delež celic kotransfeciranih s plazmidoma
MLKLN-154 in mCherry kot tistih z M33-mCherry, kar je, glede na splošno slabše
izražanje nanotelesa, pricˇakovano. Zaradi slabe kotransfekcije celic s plazmidoma
MLKLN-154 D144K in M33-mCherry, smo se odlocˇili, da v nadaljevanju dolocˇimo
cˇasovni interval, v katerem celice izražajo protein, ampak še niso popolnoma v
procesu celicˇne smrti. S tem bi si zagotovili vecˇjo verjetnost za kolokalizacijo obeh
konstruktov. V nekaterih študijah so namrecˇ opazili cˇasovno razliko med pojavom
oligomerov MLKL na celicˇni membrani in med dejansko celicˇno smrtjo. Ta razlika
je znašala nekaj ur [47].
Pri analizi celicˇne smrti smo ugotovili, da se v primeru mutante D144K ta
intenzivneje izraža po 15 urah, celicˇna smrt pa se intenzivneje pojavi po 18 urah.
Pri vseh nadaljnjih poskusih smo zato celice fiksirali 15 ur po transfekciji.
Na sliki 4.9 so prikazane celice, ki izražajo mutanto D144K in pri katerih smo
opazili intenzivnejši signal GFP na celicˇni membrani. Opazili smo tudi agregate
v obliki mehurcˇkov. Ti naj bi nastali ob razpadu celicˇne membrane, pri njihovem
formiranju pa naj bi sodelovali proteini ESCRT-III [48].
Za preucˇevanje kolokalizacije smo pripravili celicˇne preparate na krovnih
stekelcih, saj so nam ti omogocˇili opazovanje celic pod 63x povecˇavo mikroskopa.
Zopet smo opazili manjše število transfeciranih celic s plazmidom M33-mCherry
kot mCherry in posledicˇno manjše število celic, ki vsebujejo oba transfecirana
plazmida, MLKLN-154 in M33-mCherry hkrati. Enak trend smo opazili pri
vzorcih z mutanto D144K. Intenziteta signalov je bila zelo nizka, pri nanotelesu
M33-mCherry ni bilo spremenjenega vzorca v lokalizaciji proteina. Celice so bile
torej enakomerno obarvane, kar nakazuje da se nanotelo ne veže na mutanto
D144K. Tudi zaradi statisticˇno nizkega števila kotransfeciranih celic, kolokalizacije
nismo mogli potrditi.
Prav zaradi slednjega razloga je bila otežena analiza vpliva nanotelesa M33
na celicˇno smrt. Le to bi lahko dodatno preverili z testom LDH, vendar bi bili
naši rezultati verjetno znotraj standardne napake poskusa. S tem nebi mogli niti
potrditi niti ovržti naše zadnje hipoteze. Nadaljnjih testov celicˇne smrti zato nismo
izvajali. Po pregledu slik, ki smo jih posneli 24 ur po kotransfekciji s plazmidoma
MLKLN-154 D144K in mCherry oziroma M33-mCherry, nismo opazili razlik v
kolicˇini celicˇne smrti med obema vzorcema. Zakljucˇili smo, da v našem primeru
nanotelo M33 ne vpliva na delež celicˇne smrti povzrocˇene z mutanto D144K
oziroma ga ne zmanjša.
Pri našem delu smo se soocˇili s številnimi problemi, ki bi jih bilo potrebno v
nadaljevanju podrobneje preucˇiti. Problem kolokalizacije bi lahko rešili z uporabo
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metode FRET (ang. fluorescence resonance energy transfer), saj sta EGFP in mCherry
primerna fluorescencˇna partnerja pri tej metodi [49]. Potrebno bi bilo preucˇiti,
kaj je razlog za slabše izražanje nanotelesa M33-mCherry. Delo z mutiranim
proteinom MLKLN-154 D144K je bilo v našem primeru težavno, saj se je protein
slabo izražal in je bila njegova detekcija otežena.
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Zakljucˇek
V okviru magistrske naloge nismo uspeli potrditi vezave nanotelesa
M33-mCherry na protein MLKLN-154 izražen v celicah HEK293T, kljub temu
da se oba proteina vežeta v in vitro pogojih. Nanotelo se verjetno veže na MLKL s
prenizko afiniteto in le na strukturno ohranjene epitope.
Potrdili smo izražanje nanotelesa M33-mCherry v celicah HEK293T in dolocˇili
cˇasovni interval v katerem celice, ki izražajo mutanto MLKLN-154 D144K, še niso
podvržene celicˇni smrti. Zaradi slabega signala in izražanja obeh proteinov njune
kolokalizacije s pomocˇjo konfokalnega mikroskopa nismo potrdili.
Na osnovi našega dela lahko zakljucˇimo, da nanotelo ne zmanjša deleža celicˇne
smrti povzrocˇene s proteinom MLKLN-154 D144K.
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